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  摘  要 
内皮损伤和炎症是动脉粥样硬化的主要特点。修复内皮细胞功能已成为防
治动脉粥样硬化的靶点。我们在前期研究中发现：诱导大鼠的内皮祖细胞
（endothelial progenitor cells，EPCs)炎症时，经下调 EPC 中 ABIN-2 蛋白的表达，
Ang-1 对炎症反应的抑制作用消失。ABIN-2 蛋白是 NF-kB 内源性抑制物，能够
抑制 NF-kB 的活性，而在调节炎症反应的信号通路中，NF-kB 信号途径被认为
是经典的一条途径。那么 Ang-1 调节炎症反应是否通过抑制 NF-kB 发挥作用？
为此，我们使用 NF-kB 特异性抑制剂抑制其活性，通过观察 NF-kB 失活后 Ang-1
对炎症反应的作用，论证 NF-kB 信号传导通路在 Ang-1 干预内皮祖细胞炎症反
应中的作用。 
实验采用 TNF-a 诱导 EPC 炎症反应，以慢病毒为载体将 Ang-1 导入 EPCs
中，使用特异性抑制剂 PDTC 抑制 NF-κB，通过 Western blotting 检测 EPC 细胞
中 Ang-1 蛋白和 NF-kB 蛋白的表达情况。随后采用荧光定量 PCR、ELISA 方法
检测各组 EPC 细胞中粘附分子 ICAM-1、VCAM-1 的表达水平。 
实验结果提示：转染 Ang-1 基因 EPC 细胞中能够成功表达 Ang-1 蛋白，而
经 PDTC 抑制后 NF-κB 蛋白未见明显表达。荧光定量 PCR、ELISA 证实在 mRNA
水平和蛋白水平上 PDTC 处理后可明显抑制 TNF-α诱导的 ICAM-1 和 VCAM-1
的表达，携带 Ang-1 基因的慢病毒组也出现同样结果。而经 PDTC 处理后， Ang-1
诱导 ICAM-1 和 VCAM-1 的作用被抑制了。 
实验结论：Ang-1 可能通过 NF-kB 信号传导通路影响 TNF-a 诱导的内皮祖
细胞的炎症反应。 


















Endothelial dysfunction and inflammation are the main features of 
atherosclerosis. Repairing of endothelial function is as a therapeutic target for 
atherosclerosis. In the preliminary study of this subject, we found that in the 
inflammation of endothelial progenitor cells，after reduced  the expression of 
ABIN-2 protein , Ang-1 inhibition of inflammatory responses disappeared . ABIN -2 
protein is endogenous NF-kB inhibitor, which can inhibit the activity of NF-kB, 
NF-kB signaling pathway is considered as a classic way, so we consider in the rat 
endothelial progenitor cells Ang-1 regulation of inflammatory responses is by 
inhibiting NF-kB ? To this end, we use a specific inhibitor of NF-kB to inhibit its 
activity to observe the inflammatory response induced by Ang-1 after NF-kB 
inactivation, and try to find the links between Ang-1 and NF-kB signaling pathway in 
the EPC. 
 In our experiment we transformat Ang-1 into TNF-a induced EPC, use the 
specific inhibitor PDTC to inhibit NF-κB, Western blotting is used to detect the 
protein expression of Ang-1 and NF-κB, real-time PCR and ELISA are used to detect 
the mRNA and protein expression of ICAM-1 and VCAM-1 in EPC. 
 The result of this study shows: Ang-1 protein expresses while no significant 
NF-κB protein expresses in EPC. Real-time PCR and ELISA show that pretreatment 
with PDTC significantly inhibits the TNF-α-induced expression of ICAM-1 and 
VCAM-1 as well as carrying Ang-1 lentiviral infection of cells. Pretreatment with 
PDTC and then infected with Ang-1 significantly inhibits the TNF-α-induced 
expression of ICAM-1 and VCAM-1. 
 In this study, we concluse that Ang-1 maybe affect adhesion molecules 
expression in TNF-α induced EPC through NF-κB signaling pathway . 
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第一章  前言 






种学说。AS 是血管内皮损伤导致的过度炎症反应性血管疾病的理论自 1999 年以
来倍受重视。目前该理论正逐渐得到人们的认同。通过研究其中的炎症过程, 可









































1.2  血管生成素-1 
1.2.1  血管生成素-1 结构特点和生物学功能 
     血管生成素-1(angiopoietin-1,Ang-1)是血管生成素家族成员之一， Davies
等[13]首先发现并克隆成功 Ang-l,发现它是由 498个氨基酸组成,其中 N 端有一疏
水的分泌信号肽和 a 螺旋的结构域,C 端包含一纤维蛋白原类似结构域。Ang-1




达受缺氧、表皮生长因子(epidermal growt h factor , EGF) 、转化生长因子
-β( transforming growth factor β, TGF-β) 等的调控。 
Ang-1 的生物学功能：（1）参与血管生成：血管形成有血管发生 
(vasculogenesis) 和血管生成 (angiogenesis) 两种方式。血管发生包括成血管细
胞的增殖, 内皮细胞分化,增殖,迁移,连接,并形成原始血管丛等。血管生成包括
内皮细胞趋化移动,增殖,形成新管腔,周细胞,血管平滑肌细胞 (VSMC) 等血管
周围细胞的移入。有研究表明，敲除小鼠 Ang-1 基因，12.5d ,胚胎死亡, 在胚
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用[14-19]。Ang1 的抗凋亡作用可能是通过(PI3K)/Akt 通路实现的[19,20]。Ang-1 激活













鉴于 Ang-1 存在的抗炎效应,有学者提出 Ang-1 可能也具有抗动脉粥样硬化的作
用。 
1.2.2 Ang-1/Tie-2 信号转导系统 
     Davis 等[13]的研究表明 Ang-1 通过其特异性的受体酪氨酸激酶 Tie2 发挥生
理作用, Tie 受体(包括 Tie-1/Tie-2)是存在于内皮细胞上的一类特异性酪氨酸激酶
受体,在胚胎发育过程中始终表达于内皮细胞和造血干细胞上。在 Tie2 受体发生
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Dok-R-PAK 途径、NF-κB 途径等。Ang-1 与 Tie-2 结合后引起与 Tie-2 相连的 PI3-k
的激活,活化的 PI3-k 作用于磷酸肌醇脂,提高胞内 1、4、5-IP3 和 3、4、5-IP3 的
含量,二者正性调节丝氨酸/苏氨酸激酶。苏氨酸激酶(Akt)结合磷脂酰肌醇后被磷
酸化引起一系列生理变化[25]。PI3-k 经典地由调节亚基 p85、p55,催化亚基 p110
α、p110β、p110δ组成,它的活化和调控受 Ras 和酪氨酸激酶作用[26]，很多实验
证明 PI3-k 在内皮细胞增殖、迁移、存活上起重要作用。Suri 等[27] 早对 Ang-1









降低内皮细胞对炎症刺激的反应性。Kim 等[28]的实验证实 Ang-1 可抑制 VEGF
诱导的 HUVEC 表面的白细胞黏附分子 ICAM-1、VCAM-1、E 选择素的表
达,Ang-1 的部分抗炎效应归因于此。在另一项研究中 Kim 发现 Ang-1 抑制 VEGF
及 TNF-α诱导的促凝物质组织因子的表达, 组织因子可进一步经由自分泌、旁
分泌途径诱导、加重炎症反应[29]。通过这两项研究, Kim 推测 Ang-1 可能通过与
特异性受体 Tie2 结合经 PI-3/Akt 途径起作用。此外,国外有研究表明 NF-κB 途径
也参与了 Ang-1 介导的炎症调节。在 David 等[30]的研究中通过酵母双杂交技术发
现 Ang-1 通过 ABIN-2 蛋白抑制 NF-κB 信号传导途径从而发挥抗炎作用。 
1.3 NF-κB 信号传导通路与动脉粥样硬化的关系 
1.3.1 NF-κB 结构与组成 
核因子 NF-κB 是由 Sen 等[31]于 1986 年首次从 B 细胞核提取物中发现的一种

















等重要的病理生理过程密切相关。NF-κB 是由 Rel 蛋白家族的成员以同源或异源
二聚体形式组成,该家族成员均在 N 端含有一段保守的 300 个左右氨基的 Rel 同
源结构域(Rel-homology domin,RHD),包含与其他 Rel 蛋白、DNA 和 IκB 结合的
区域,以及核定位序列(nuclear localization sequence,NLS) [32]。目前发现的哺乳动
物的 Rel 蛋白包括 RelA(p65、NF-κB3)、Rel(c-Rel)、RelB、NF-κB 1(p50)和 NF-κB 
2(p52), Rel 家族成员以一定的组合两两结合,形成不同的 NF-κB 转录因子。其中
p50/RelA 是发现 早的,也是分布 广泛,主要发挥生理作用的 NF-κB,一般意义
上的 NF-κB 常常是指 p50/RelA 异源二聚体,不同 NF-κB 二聚体与 DNA 结合的特
异性(κB 位点)不相同,有的可引起基因转录激活,也有一些可抑制转录，而
p50/RelA 为激活转录的[33]。NF-κB 存在于所有静止期细胞的胞浆中，只有当它们
移位到核内才导致细胞的激活。在静止期细胞，胞浆中的 NF-κB 通过 P65 亚基
存在的锚定蛋白重复序列与其抑制物 IκB 结合，形成没有活性的复合物[34]。
NF-κB 的激活是由 IκB 激酶复合体和一个调控亚单位所介导的，前者包括 IKK1
（IκBα）和 IKK2（IκB-β），后者又称为 NF-κB 的必需调制子（MEMO 或 IκB-γ），
它们在 NF-κB 的激活过程中起着重要作用。NF-κB 激活是在翻译后水平进行的，
主要通过 IκB-α降解实现，IκB-α中基因的启动子包含NF-κB结合位点，可使 IκB-α
中基因表达迅速上调，新合成的 IκB-α又抑制 NF-κB 活性，这样 IκB-α通过一个
自身负反馈调节机制保证 NF-κB 活性的及时关闭，以维持细胞的自身稳定。当
NF-κB 与 IκB 结合成三聚体，IκB 掩盖了 P65 的核易位信号，从而抑制 NF-κB
的核易位，使之停留于胞浆中。当细胞受刺激后，IκB-α 磷酸化，并被降解，从
NF-κB/IκBα复合物解离下来，NF-κB 随即通过核孔复合体上的受体进入细胞核，
结合于靶基因的启动子或增强子上，迅速诱导靶基因 mRNA 的合成[35]。 
1.3.2 NF-κB 信号通路与动脉粥样硬化的关系 
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提出动脉粥样硬化可能是 NF-κB/ rel 介导的慢性炎症过程。有研究表明, 应用免
疫荧光和免疫组化技术, 在动脉粥样硬化区和纤维化斑块区均检测到了激活的
NF-κB, 并有相应靶基因的表达, 而未发生动脉粥样硬化的血管则很少或无 
NF-κB 的表达, 提示 NF-κB 在动脉粥样硬化发生发展中具有重要的作用[10]。内









-1(VCAM-1)、Bcl-2 相关 X 蛋白(Bax)、p53、Myc 等其基因增强子中均含有与
NF-κB 的结合位点, 剪切应力、活性氧生成增多以及 TNF-α 等可激活 EC 的
NF-κB, 使 VCAM-1 和 ICAM-1 等表达增强；干预 NF-κB 的活化可以抑制
VCAM-1 和 ICAM-1 等的表达[36]。由此可见，NF-κB 信号通路是各种相关因子的
表达调控的中间环节，理论上,控制或阻断炎症通路可延缓或减少动脉粥样硬化
的发生,阻止斑块破裂和血栓形成，目前在许多动物研究中已得到证实。 
1.3.3 抑制 NF-κB 激活 
     内皮是血管的重要组成部分, 在外界因素刺激下, 活化和功能紊乱的内皮
又是动脉粥样硬化形成的始动环节, 损伤因素通过激活 NF-κB 而促使各种细
胞因子产生, 从而参与并扩大炎症反应, 加速动脉粥样硬化的进程。因此抑制
NF-κB 激活有助于控制炎症反应，目前抑制 NF-κB 激活的方法有很多种，包
括：利用双链寡聚脱氧核苷酸(double-stranded oligodeoxynucleotide,ODN) 阻断
NF-κB 与 DNA 的结合、阻断 IκB 蛋白裂解、阻断 IκB 的磷酸化过程、上调 IκB
的表达量、阻止 NF-κB 向核内的迁移、利用基因工程技术抑制 NF-κB 的激活及
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过 ABIN-2 蛋白抑制 NF-κB 信号传导途径从而发挥抗炎作用。ABIN-2 (A20 
binding inhibitors of NF-κB-2 )首先是在酵母双杂交实验中发现的[37],是一种能与
A20 结合的蛋白质，鼠 ABIN- 2cDNA 全长 1967bp ,5’端非翻译区包含 82 个核
苷酸,3’端非翻译区包含 594 个核苷酸,一个开放读码框含 1290 个氨基酸。在
氨基酸水平,鼠和人 ABIN-2 显示 76%的同源性。通过 Northern blot 显示,ABIN-2
在各组织如心、脑、脾、肺中均有表达,肾中 强,骨骼肌中较弱。Huffel 等[37]
发现 ABIN-2 可以抑制 RIP 和 TRAF2 诱导的 NF-κB 激活,并且该抑制作用发生
IKK 复合物上游。Liu 等[38]发现 ABIN-2 和 RIP 上都有一段长约 50 个氨基酸残基
的相似保守序列,该序列在二者与 IKKγ相互结合中起重要作用, ABIN-2 是通过
对 RIP 的竞争性抑制干扰了 RIP 和 IKKγ/NEMO 的相互作用, 阻断了 NF-κB 的
激活。在 ABIN-2 转基因小鼠实验中,肝部分切除术后, ABIN-2 高表达能抑制
NF-κB 的核转位,在肝脏再生中干扰细胞增殖周期[39]。NF-κB 是炎症过程的主要
调控因子[40]，包括调节免疫应答和细胞的存活。Lawrence 等[41]在 2001 年的研究
表明，NF-κB 激活与炎症细胞激活和炎症介质的增加密切相关。而 ABIN-2 能抑
制血管内皮细胞的凋亡，在 Ang-1 抗血管内皮细胞凋亡中起重要的作用[42]。 
1.4 本研究的思路、目的和意义 
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